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論文内容要旨
 脳虚血後,血流再開を行なうと脳浮腫の増強をみる場合が在ることが知られており,その一因
 として,血液脳関門を構成する脳血管内皮細胞の透過性亢進が関与すると考えられている。また,
 脳虚血では,この血管透過性亢進による脳浮腫“vasogenicedima"は血流再開直後にはみられ
 ず,ある時間的間隔をおいて出現するとされてきた。しかし,その血流再開早期の血管透過性の
 有無については十分な検討がなされてきたとは言い難い。この血流再開早期における血液脳関門
 の動態を検討するため,ラ・ソト三主幹動脈閉塞をモデルにmacromoleculartracerとしてEva
 nsblne(EB)及びhorseradishperoxidase(HRP)を血中投与し,その脳血管透過性につ
 いて組織学的に検討した。
 方法:亀山等の方法に従い,成熟雄Wisterratの脳底動脈及び両側総頸動脈を調節呼吸下に
 遮断し,高度両側大脳半球虚血巣を作製した。虚血時間は5分,10分,30分とし,両側総頸動脈
 の遮断を解除することにより血流再開とした。血流再開時間は,5分虚血群では5分,30分,60
 分間,10分虚血群では10分,30分,60分間,30分虚血群では10分,30分間とした。これら8群各
 3匹ずつについて,実験終了5分前に2%Evansblue1溺'/kgw及びhorseradishperoxi-
 dasetypeH(Sigma)100000U/kgwを大腿静脈より投与した。実験終了時,開胸した上,上
 行大動脈よりヘパリン加生理食塩水約300説で血液を除去し直ちに0.5%glutalaldehyde4彫
 paraformaldehydeinMillonig'sbuffer約500配五にて灌流固定を行なった。更に易11出脳を数時
 間の浸漬固定した後,視交又部を通る冠状面からCryostatで厚さ約25μmの凍結切片を作成し,
 落射型螢光顕微にてEBの局在を検討した。また,これに対応する部位から,厚さ50μmの未凍
 結切片をVibratomeもしくはMicroslicerを用いて作成し,3仁3'diaminobenzidineを用いて
 HRPを発色させ,その局在を光顕で検討した。更に,その一部を1%四酸化オスミウムで後固'
 定し,Queto1812で樹脂包埋を行ない,透過型電子顕微鏡を用いて,その微細構造での局在を
 検討した。
 また,対照群として3匹のラットにshamoperationを施行し,EB及びHRPを投与5分後
 に灌流固定を行ない,上記と同様の処理をした上で観察した。
 結果二血流遮断直後血圧の一過性の上昇を認め,脳波は約15～30秒で全例消失した。血流を再
 開すると血圧の一時的な低下を認め,脳波では徐々にhighvoltagespikeywaveを主体とする
 波形が出現する傾向を認めた。脳波の再出現までの時間は虚血時間の長さに比例した。
 肉眼的には剔出脳に軟化巣及びEBの血管外漏出を示す青染部分は認められなかった。
 螢光顕微鏡でEBの局在を検討すると,対照群では,静脈叢,視交叉上部等,従来血液脳関門
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 の欠如するとされている部位を除きEBの赤色螢光を認めなかったが,虚血一血流再開群では全
 例において,血管壁内にとり込まれていると思われる赤色螢光を大脳波質,海馬,大脳基底核部
 に散在性に認めた。この血管透過性亢進は5分虚血5分血流再開群で海馬に認められなかったの
 を除き,虚血・血流再開時間の長短による差は認め得なかった。
 HRPもまた光顕上,EBの螢光顕微鏡像と対応する様な血管壁内への取り込みが全例にみら
 れ,一部では周囲脳実質への拡散も認められた。
 HRPの血管外漏出は虚血時間の長さに比例し増強する傾向があったが,5分虚血群以外では,
 血流再開時間による差は認められなかった。5分虚血群では,血流再開5分後には大脳基底核部
 にのみ認められた血管外漏出部位が,血流再開時間の延長と共に海馬,大脳皮質にも認められる
 様になった。
 このHRPに対する血管透過性が亢進している部位を電顕で検討してみると,対照群ではHRP
 が血管内皮細胞内のtranscytoticvesicleに僅かに取り込まれているのが稀にしか認められな
 かったのに対して,HRPを含むvesiclesの数が増加し,血管内皮細胞基底膜もHRPで満たさ
 れていた。更に,一部の血管では周囲脳実質細胞間隙にも拡がっていた。しかし,HRPが内皮
 細胞間のtightjunctionを通過して漏出している様な所見は認められなかった。
 一方,脳実質細胞における変化としては,perivascularastrocyticendfeetの膨化,rough
 endoplasmicreticulumのcistemの拡大,神経細胞のmitochondriaの膨化及び,30分虚血30
 分血流再開群ではfreeribosomeの増加が認められた。
 結論二虚血後血流再開早期に僅かながらも血管透過性亢進が認められたが,その機序は不明で
 ある。しかし,血流再開時に一過性の血圧低下を認めたことから,虚血による血管内皮細胞の障
 害に加え,血流再開に伴なって局所における急激な血流回復が一因となっている可能性が示唆さ
 れた。
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 審査結果の要旨
 脳梗塞の治療において,近年血行再建術が盛んに行なわれ,急性期における再建術も珍しいも
 のではなくなってきた。しかし,この血行再建あるいは血流再開が脳梗塞に付随する脳浮腫を増
 強する場合があり,脳浮腫の発生機序には以前より増して大きな関心が寄せられている。従来,
 脳虚血によって起こる脳浮腫にはそのenergyfailureに基づくcytotoxicedemaと,脳血管透過
 性亢進に基づくvasogenicedemaの両者が関与するとされており,前者に引き続き後者が起乙る
 ものと考えられてきた。しかし,虚血及び血流再開時freeradica1反応等が早期より血管透過性
 亢進に関与する乙とが明らかとなってきた為,血流再開早期の血管透過性についてmacromolecular
 tracerを用いて詳細に検討する必要が生じてきた。
 一方,当教室では亀山等の開発したrat三主幹動脈閉塞modelを用い生化学,脳循環,組織
 学的検討が進行中であるが,乙のmode1の利点は従来広く用いられてきたPulssinelliand
 Brierlyの四主幹動脈閉塞mode1よりも高度な虚血巣を恒常的に作製し得ることであり,虚血
 中及び血流再開早期における種々の検討に適していると考えられる。このmodelを用いた本研究
 において,血流再開早期に血中蛋白をsimulaじeするEvansblue及びhorseradishperoxidase
 が血管外に漏出するという事実は,vaosogenicedemaが遅れて出現するという従来の説に疑問を
 投げかけるものであり,虚血においてはcytotoxicedemaとvaosogenicedemaが早期より複雑
 に絡み合っているものと想像される。
 脳循環等との関連性については今後も検討を要するものであるが,血液脳関門の透過性亢進の
 機序として血流再開時の血行動態の関与が示唆されたことは,臨床においても血流再開の方法を
 注意深く行なう必要があることを示していると考えられる点を含め本研究は学位授与に値するも
 のと思われる。
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